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摘要 : 微 卫 星 分 子 标记 因 其 开发 便捷 、 突 变 率 高 、 成 本 较 低 等 优势 一 直 被 广泛 应 用 于 群体 遗传 学 、 保 护 4 
物 学 和 分 子 生态 学 研究 中 。 近 年 来 二 代 测 序 技术 、 多 重 PCR 方法 以 及 毛细 管 电泳 等 新 技术 的 发 展 和 完善 ， 
极 大 地 提高 了 微 卫 星 分 子 标记 的 开发 和 使 用 效率 并 降低 了 使 用 成 本 。 但 是 在 开展 微 卫 星 实验 过 程 中 普遍 存 
在 的 无 效 等 位 基因 (或 称 为 哑 等 位 基因 ，null alleles) 会 对 研究 结果 造成 偏差 ， 是 微 卫 星 分 子 标记 应 用 中 
的 最 大 缺陷 之 一 。 然 而 ， 长 期 以 来 无 效 等 位 基因 的 检测 问题 并 未 受到 研究 者 的 足够 重视 。 本 文通 过 对 国内 
外 相关 文献 查阅 ， 在 对 无 效 等 位 基因 有 一 个 较为 深入 和 全 面 认 识 的 基础 上 ， 对 目前 无 效 等 位 基因 的 主要 检 
测 方法 进行 全 面 的 介绍 和 深入 的 比较 。 最 后 ， 结 合 人 研究 实例 总 结 出 植物 微 卫星 分 子 标记 研究 中 无 效 等 位 基 
因 检 测 的 有 效 办 法 。 
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Null Allele Detection in Plant Microsatellite Studies: 
Comparisons and Applications 
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Abstract: Microsatellites remain the most popular markers in the studies of population genetics, conservation biology 
and molecular ecology because of its ease to development, high mutation rate and low-cost. Nowadays, the improve- 
ment of new technologies, such as Next-Generation Sequencing (NGS) , multiplex-PCR and capillary electrophoresis 
system have greatly promoted the development and using of microsatellite markers. However, null alleles, one of the 
most primary defects of microsatellite markers, widely presented in the studies using microsatellite markers, may 
lead to biased results. Unfortunately, the detection of null alleles has not been paid enough attention. In this review, 
we attempted to construct an in-depth and comprehensive understanding on null alleles detection, and then, applied 
a detailed comparison for the different methods used to detect the occurrence of null alleles. Finally, we propose a 
meaningful suggestion for null allele’s detection in plant. 
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微 卫 星 通常 又 被 称 为 简单 重复 序列 (SSRs), (SSLP) ， 是 以 1~6 bp 为 重复 单位 (motifs) 的 
短 串 联 重 复 (STRs) 或 简单 序列 长 度 多 态 性 串联 重复 DNA 片段 ， 广泛 存在 于 原核 和 真 核 生 
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物 基 因 组 中 (Edwards 等 ,1991; Jacob 等 , 1991; 
Tautz, 1989; Zane 等 , 2002; Kalia 等 ,2011) 。 目 
前 ， 微 卫星 作为 遗传 学 研究 中 最 受 欢 迎 的 分 子 标 
记 之 一 (Guichoux 等 ,2011a) ， 具 有 高 突变 率 、 
高 等 位 基因 多 态 性 、 近 缘 种 之 间 较 高 的 通用 性 、 
共 显 性 遗传 以 及 可 重复 性 好 等 (Kelkar 等 ， 
2010; Guichoux 等 , 2011a; Jarne 和 Lagoda, 1996) 
优点 ， 因 此 ， 自 八 十 年 代 被 发 现 以 来 ， 微 卫星 被 
大 量 的 用 于 指纹 分 析 、 亲 子 鉴定 、 基 因 作 图 和 遗 
传 结 构 分 析 中 (Ellegren, 2004; Mittal 和 Dubey, 
2009; Jones 等 , 2010) 。 近 年 来 ， 随 着 二 代 测 序 
技术 的 发 展 ， 大 量 转 录 组 数据 和 基因 组 数据 的 公 
开 获 取 ， 使 得 直接 在 转录 组 或 基因 组 数据 上 进行 
微 卫 星 设计 更 加 便捷 可 行 (Du 等 ,2013; 程 晓 
RÆ, 2011); 而 且 多 重 PCR 和 荧光 毛细 管 电泳 
技术 在 微 卫 星 扩 增 和 检测 中 的 成 熟 应 用 ( Gui- 
choux 等 , 2011b; Xu 等 , 2013 ) ， 使 得 微 卫星 的 
应 用 变 得 更 加 高 效 和 廉价 。 

尽管 微 卫 星 具 有 众多 其 他 分 子 标记 无 法 匹 及 
的 优点 ， 但 是 无 效 等 位 基因 的 频繁 存在 ， 使 得 在 
使 用 微 卫 星 时 不 得 不 谨慎 对 待 。 无 效 等 位 基因 又 
叫 哑 等 位 基因 ， 是 指 那 些 在 PCR 扩 增 过 程 中 不 
能 成 功 扩 增 的 等 位 基 ( Oddou-Muratorio 等 ， 
2009) 。 多 种 原因 都 可 能 导致 等 位 基因 PCR 扩 增 
失败 。 首 先 ， 引 物 结合 区 域 (尤其 是 3” 端 ) 发 
生 了 基因 突变 导致 引物 特异 性 结合 受到 影响 ， 使 
等 位 基因 正常 扩 增 受到 影响 ， 从 而 显现 出 无 效 等 
位 基因 (Primmer 等 ，1995; Kwok 等 ，1990 ) ; 
其 次 ， 与 片段 较 小 的 等 位 基因 相 比 较 ， 片 段 较 长 
的 等 位 基因 扩 增 效率 较 低 ， 所 以 往往 不 容易 检测 
到 ， 从 而 显现 出 无 效 等 位 基因 的 假象 (Wattier 
等 , 1998) ; 最 后 ， 较 低 的 模板 DNA 质量 或 浓度 
也 会 导致 扩 增 失败 ， 使 得 将 空白 结果 错误 的 解读 
为 无 效 等 位 基因 (Garcia de Leon 等 ,1998 ) 。 

无 效 等 位 基因 在 微生物 (Szabo, 2007; Tsui 
等 , 2009) 、 植 物 (Hoban 等 , 2008) 、 鱼 类 ( Mc- 
Coy , 2001) 以 及 哺乳 动物 (Paetkau 和 Stro- 
beck, 1995; Ishibashi 等 ，1996) 等 众多 物种 中 
普遍 存在 。 若 在 研究 分 析 中 不 排除 这 些 无 效 等 位 
基因 ， 将 会 使 结果 产生 巨大 偏差 ,甚至 会 导致 错 
误 的 推断 。 例 如 ， 在 群体 遗传 学 研究 中 ，Paet- 
kau 和 Strobeck (1995) 的 研究 指出 ， 无 效 等 位 









































基因 的 存在 会 使 得 群体 中 纯 合子 个 体 增加 ， 使 群 
体 偏离 哈 迪 - 温 伯 格 平 衡 ( Hardy-Weinberg Equi- 
librium, HWE; 以 下 简称 “ 哈 温 平衡 ”) ， 降 低 
群体 的 表 观 杂 合 度 (Hy) MHARA (H); 
同时 ，Carlsson (2008) 研究 也 发 现 无 效 等 位 基 
因 使 得 群体 遗传 分 化 系数 Py 显著 增 大 ; 此 外 ， 
在 进行 亲本 分 析 时 ， 当 无 效 等 位 基因 频率 较 高 
时 ， 亲 本 的 错误 排除 率 也 会 显著 增加 (Dakin 和 
Avise, 2004) 。 类 似 的 ， 较 高 的 无 效 等 位 基因 频 
率 同 样 也 会 引起 亲缘 关系 (Wagner 等 ，2006 ) 
分 析 结 果 产 生 显著 偏差 。 

虽然 无 效 等 位 基因 对 研究 结果 影响 显著 ， 但 
却 并 未 引起 研究 者 的 足够 重视 。 在 大 多 数 使 用 微 
卫星 数据 进行 群体 遗传 结构 和 遗传 亲缘 关系 的 研 
究 中 ， 研 究 者 并 未 对 其 使 用 的 数据 进行 无 效 等 位 
基因 检测 (Dakin 和 Avise，2004 ) 。Guichoux 等 
(2011a) 在 其 关于 微 卫 星 分 子 标记 的 文献 综述 
中 ,检查 了 2009-2010 年 分 子 生态 (Molecular 
Ecology) 杂志 上 发 表 的 利用 微 卫 星 分 子 标记 的 
100 篇 文章 ， 发 现 仅 有 40% 的 研究 进行 了 无 效 等 
位 基因 检测 。 文 亚 峰 等 (2013) 在 对 发 表 于 2009 
-2012 年 的 1348 项 中 文 微 卫星 研究 案例 进行 的 
检查 中 ， 也 发 现 仅 有 13 项 研究 进行 了 无 效 等 位 
基因 检测 。 因 此 ， 在 进行 多 样 性 、 群 体 遗 传 结 
构 、 亲 缘 关 系 等 分 析 之 前 首先 排除 无 效 等 位 基因 
的 干扰 是 获得 可 信和 结果 的 第 一 步 。 本 文 将 通过 综 
述 已 有 文献 报导 并 结合 笔者 的 实际 研究 着 重 介 绍 
5 种 常用 的 无 效 等 位 基因 检测 方法 ， 并 对 其 检测 
能 力 进行 比较 ， 从 而 提出 较为 合理 的 无 效 等 位 基 
因 检 测 方案 ， 以 期 为 植物 微 卫星 无 效 等 位 基因 检 
测 提供 指导 。 










































































1 无 效 等 位 基因 的 检测 方法 

虽然 无 效 等 位 基因 从 数据 表面 上 来 看 很 难 发 
现 ， 但 是 完全 可 以 通过 适当 的 方法 对 其 存在 与 否 
进行 检测 。 目 前 的 检验 方法 很 多 ， 根 据 其 依据 的 
检验 理论 不 同 ， 可 将 其 分 为 两 类 : 基于 哈 温 平 
衡 (HWE) 的 检测 方法 和 亲子 代 基 因 型 分 析 法 
(progeny tests) ， 以 下 将 作 分 别 介绍 。 
1.1 基于 群体 哈 温 平衡 (HWE) 的 无 效 等 位 基 
因 检 测 方法 

当 特 定位 点 存在 无 效 等 位 基因 时 ， 其 含有 无 
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效 等 位 基因 的 杂 合 子 就 会 在 基因 分 型 时 呈现 纯 合 
现象 ， 从 而 导致 该 位 点 的 杂 合 度 降低 ， 表 现 出 该 
位 点 偏离 哈 温 平衡 。 目 前 ， 基 于 这 一 理论 基础 的 
计算 无 效 等 位 基因 频率 的 方法 理论 很 多 (Demp- 
ster 等 ，1977; Chakraborty 等 ，1992; Brookfield, 
1996; Summers 和 Amos，1997; Kalinowski 和 Ta- 
per, 2006) , 它们 假定 研究 群体 均 为 理想 群体 
(符合 哈 温 平衡 定律 ) ， 通 过 比较 表 观 杂 合 度 
(Ho) 和 期 望 杂 合 度 (H) 之 间 的 差异 ， 来 间 
接 确定 无 效 等 位 基因 的 存在 。 根 据 这 些 算 法 目前 
也 已 开发 出 了 一 系列 较为 成 熟 的 软件 ， 其 中 最 为 
常用 的 有 以 下 四 种 ， Cervus (Marshall 等 ,1998 ) , 
GryePop (Rousse, 2008) MICRO-CHECKER (Van- 
Oosterhou, 2004), LA & ML-NullFreq (http: // 
www. montana. edu/kalinowski/Software/ MLNullFreq. 
htm) 。 然 而 ， 这 些 软件 在 计算 原理 、 输 入 格式 
及 检测 效率 等 方面 均 有 差异 ， 我 们 将 其 主要 特性 
总 结 为 表 1 并 细 述 如 下 : 

(1) Canvus 软 件 包 中 的 无 效 等 位 基因 检测 功能 

Cervus (http: 7/www. fieldgenetics. com/pages/ 
home. jsp) 是 由 Marshall 等 (1998) 开发 的 软件 
包 ， 可 进行 等 位 基因 频率 分 析 、 亲 子 代 分 析 模 
拟 、 亲 子 代 鉴 定 等 相关 分 析 ， 其 中 等 位 基因 频率 
分 析 模 块 中 可 进行 哈 温 平衡 检测 和 无 效 等 位 基因 
频率 计算 。 软 件 可 识别 Excel 格式 数据 。 该 软件 
根据 Summers 和 Amos (1997) 提出 的 方法 ， 通 
过 最 大 似 然 法 计算 无 效 等 位 基因 频率 。 该 方法 假 
设 携带 有 等 位 基因 a 的 个 体 数 为 n,， 而 该 等 位 基 
因 的 频率 为 4， 并 给 出 公式 : n,=Nf。+2N, (1- 
fi), FON 为 样本 个 体 数 目 (成 功 扩 增 的 )。 
此 时 如 果 群 体 中 存在 无 效 等 位 基因 (0 RR), 
则 基因 型 为 aa 的 个 体 包含 了 真 的 aa 和 含有 无 效 
等 位 基因 的 杂 合 子 a0。 重 复 上 述 步骤 ,我 们 可 
以 根据 其 一 般 性 假设 群体 特定 位 点 的 任 一 等 位 基 
(x) 和 一 个 无 效 等 位 基因 (0) 以 及 无 效 等 位 
基因 频率 所 ， 根 据 公式 mn,=2NM (1-A)，m =N 
(1- 有 ) ”，( 其 中 双 ,, 和 nn, 分 别 表 示 携 带 无 效 等 位 
基因 的 杂 合 子 个 体 数 和 不 携带 无 效 等 位 基因 的 个 
体 数 ) ， 推 导出 nona =2fA(1- 有 h)， 并 得 到 人 
计量 及: fo En, natn) o HTAA EAE A 
纯 合 子 (00) RAIAR, AAR fy, 
因此 此 处 可 修正 群体 数量 N =N/(1-f,7). HJE 























可 见 该 软件 算法 将 缺失 数据 一 律 视 为 无 效 等 位 基 
因 纯 合子 对 待 ， 因 此 具有 一 定 的 假 阳性 (将 非 无 
效 等 位 基因 错误 的 检测 为 无 效 等 位 基因 ) 率 。 

(2) GasPwm 软 件 包 中 无 效 等 位 基因 检测 的 功能 

最 早 的 GawsPw3.4 是 由 Raymond 和 Rousset 
(1995) 编写 的 ， 最 后 经 Rousset (2008) 修正 
CGENEPop4. 0) ’ 是 一 个 经 典 的 群体 遗传 学 软件 ， 
可 计算 哈 温 平衡 、 佑 算 无 效 等 位 基因 频率 和 群体 
遗传 学 参数 (如 Fs,，Fis 等 )、 连 锁 不 平衡 以 及 
地 理 隔 离 分 析 等 。 该 软件 以 其 特有 Genepop 文件 
为 输入 文件 进行 数据 人 处理 ，Genepop 文件 可 通过 
Convert 软件 (http; //www. agriculture. purdue. edu/ 
fnr/html/faculty/ Rhodes/Students%20and%20Staff/ 
glaubitz/software. htm) 由 原始 Excel 数据 转化 获 
得 ， 也 可 通过 txt 编译 器 自行 编辑 获得 。 同 时 ， 
TELA Dempster (1977) 提出 的 EM (Expecta- 
tion-Maximization) 算法 为 基础 ， 进 行 无 效 等 位 


基因 频率 估算 ， 并 根据 公式 P = 二 [2n7 + ng 

















+ Ying] 和 r= 寺 [2no + Ying] 分 别 计算 任意 


等 位 基因 i 的 频率 P* ， 和 无 效 等 位 基因 “0， 
的 频率 /。 以 此 为 基础 ， 根 据 迭 代 方 程 mm = 


1 2(p';+ 7’) a 1 

一 | ——— Xn. + “ "= —| 2n, + 
on 万 /十 27/ Ni 2 nj | 和 r el no 

K or’ 

> ( 7) x nj; | 进行 迭代 ， 直至 (p%-p') 
im pyt 2r 


All (r"=r') 都 小 于 10 ， 并 确定 该 频率 为 最 终 
频率 。 同 样 的 ， 该 方法 依然 将 缺失 数据 以 无 效 等 
位 基因 纯 合子 处 理 。 

(3) MICRO-CHECKER 软件 

MICRO-CHECKER (Van Oosterhout 等 ,2004) 
是 专门 用 于 大 量 微 卫星 数据 分 析 的 软件 ， 可 用 于 
检测 大 片段 等 位 基因 遗失 (未 产生 和 小 片段 等 
位 基因 同等 扩 增 效率 的 扩 增 ) 、 影 子 带 (Stutter- 
ing) 和 无 效 等 位 基因 的 存在 。 该 软件 以 Excel 格 
式 文件 为 输入 文件 。 在 等 位 基因 检测 方面 ， 其 根 
据 Chakraborty (1992) 和 Brookfield (1996) 
的 方法 分 别 进行 无 效 等 位 基因 频率 估算 。Chakr- 
aborty 等 (1992) 的 方法 将 缺失 数据 视 为 扩 增 失败 ， 


K K 
2X P P: 2X PP 
1 天 7 ifj 


= 2 和 = 2 
(l-r) (1 -7) 








并 给 出 公式 Hy = 


H, = 
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分 别 计算 表 观 杂 合 度 和 期 望 杂 合 度 ， 并 且 给 出 无 
效 等 位 基因 频率 计算 公式 7'=(H;-Ho)/(H;t+ 
Ho); 而 Brookfield (1996) 的 方法 则 将 缺失 数 
据 视 为 无 效 等 位 基因 纯 合 子 对 待 (mw ) ， 并 得 到 
，4+V42 +B 
TGH, ， 

= 4no(1 - Hy) 并 利用 最 大 似 然 法 进行 估算 。 利 
用 MICRO-CHECKER 估算 无 效 等 位 基因 时 结果 
的 假 阳 性 率 和 假 阴 性 率 都 比较 适中 。 

(4) ML-NullFreq 

ML-NullFre ( http: //www. montana. edu/kali- 
nowski/Software/ MLNullFreq. htm) 也 以 Genepop 格 
式 文件 为 输入 文件 进行 分 析 ， 并 根据 Kalinowski 
和 Taper (2006) 的 方法 ,给 出 了 等 位 基因 频率 


其 中 4A4=Hi(1 +n.) -H, ,B 





k 


的 估计 量 : L={]] TO? + 2pp,) 0 -6)]"} x 


(TILO) 4-8) 1} {08 +A -B)]"™} « 


其 中 , B 为 由 于 实验 原因 而 扩 增 失败 的 概率 ，mn 
为 全 部 未 扩 增 成 功 个 体 ，i, j 为 特定 位 点 等 位 基 
Ali, j。 然 后 再 根据 Chakraborty (1992) 和 
Brookfield (1996) 的 方法 ， 进 行 迭 代 计 算 。 不 同 
的 是 ， 该 方法 认为 缺失 数据 包含 了 无 效 等 位 基因 
纯 合 子 和 因 实 验 原因 而 导致 的 扩 增 失败 。 
12 亲子 代 基 因 型 法 的 无 效 等 位 基因 检测 

不 同 于 哈 温 平衡 法 ， 亲 子 代 基因 型 法 并 不 要 
求 群体 必须 处 于 理想 状态 ， 即 群体 可 以 偏离 哈 温 
平衡 。 事实 上 ， 自 然 群体 中 广泛 存在 的 干扰 因素 
例如 瓶颈 效应 ， 非 随机 交配 等 都 会 引起 群体 偏离 
哈 湿 平衡。 因此， 利用 亲子 代 基 因 分 型 法 进行 无 
效 等 位 基因 检测 就 显得 尤为 重要 。 

亲子 代 基 因 分 型 法 是 基于 孟 德 尔 遗 传 规律 的 
直接 分 析 无 效 等 位 基因 的 方法 。 在 孟 德 尔 遗 传 规 
律 下 ， 若 为 全 同胞 家 系 〈 即 父 本 、 母 本 及 子 代 ) ， 
两 亲本 基因 型 分 别 为 01 (0， 为 无 效 等 位 基因 ) 
和 23 ， 那 么 如 果 此 时 子 代 中 观测 到 了 22, 33 基 
因 型 (实际 应 为 02，03)， 那 么 就 出 现 和 亲本 01 
( 仅 能 观测 到 等 位 基因 1) 基因 型 不 一 致 的 现象 
( 即 基因 型 为 22，33 的 子 代 没有 获得 亲本 01 的 
任 一 等 位 基因 ， 表 现 出 违反 备 德 尔 遗 传 规律 的 现 
象 ) ， 据 此 ， 我 们 就 可 检测 出 无 效 等 位 基因 的 存 
在 。 若 为 半 同 胞 家 系 〈( 仅 父 本 、 母 本 一 方 及 子 





























代 ) ， 一 方 亲 本 基因 型 为 01 ( 仅 能 观测 到 等 位 基 
1) ， 子 代 的 基因 型 为 02 ( 仅 能 观测 到 等 位 基 
因 2) 则 可 确定 此 位 点 能 够 监测 到 无 效 等 位 基 
因 。 一 般 来 说 ， 对 于 全 同胞 家 系 中 只 需要 有 六 个 
子 代 的 基因 型 数据 、 半 同胞 家 系 中 12 或 24 个 等 
位 基因 型 的 数据 就 可 确定 该 位 点 是 否 为 无 效 等 位 
基因 (与 Rémy J. Petit 沟通 ) 。 


2 无 效 等 位 基因 检测 方法 比较 以 及 检测 
结果 可 信和 度 评价 

在 上 述 总 结 提 到 的 5 种 方法 中 ， 毫 无 疑问 ， 
亲子 代 基 因 分 型 的 方法 是 最 为 准确 的 方法 。 但 在 
大 多 数 时 候 ， 尤 其 是 进行 自然 群体 的 研究 时 ， 我 
们 无 法 获得 有 效 的 亲本 遗传 信息 ， 因 此 只 能 通过 
间接 的 杂 合 度 方法 来 估算 无 效 等 位 基因 频率 。 四 
种 间接 估计 的 方法 ， 无 论 是 在 其 计算 理论 还 是 对 
缺失 数据 的 处 理 等 方面 上 都 存在 差异 ( 表 1)， 那 
么 ， 对 其 估计 效力 在 实际 应 用 中 应 当 讶 慎 对 待 。 

Oddou-Muratorio 等 (2009) 使 用 Cyryus, Gene 
Pu 和 ML-NullFreq 对 欧洲 山 毛 样 的 研究 结果 显 
示 ， 虽 然 这 三 种 软件 检测 无 效 等 位 基因 得 到 的 结 
果 (分 别 为 0.0783，0.0719 和 0. 0731) 略 高 于 
杀 子 代 法 检测 的 结果 (0.053 ) ， 但 结果 之 间 并 
无 显著 差异 ， 这 似乎 显示 了 这 些 间接 方法 的 有 效 
性 。 但 是 文 亚 峰 等 (2013) 则 认为 ， 该 结果 的 
产生 是 由 于 欧洲 山 毛 样本 身 较 低 的 无 效 等 位 基因 
频率 以 及 其 广泛 连续 分 布 ， 可 使 其 群体 处 于 哈 温 
平衡 状态 ， 所 以 该 结果 并 不 能 有 效 的 证 明 在 群体 
含有 较 高 频率 无 效 等 位 基因 或 可 能 偏离 哈 温 平衡 
(可 能 自 交 ， 经 历 瓶 颈 效 应 等 ) 时 检测 结果 的 可 
靠 性 。 

Dabrowski 等 (2014) 通过 比较 根 田 鼠 (Mi- 
crotus oeconomus) 自然 居 群 连续 监测 八 年 的 数据 
和 模拟 数据 的 结果 ， 对 4 种 以 哈 温 平衡 为 基础 无 
效 等 位 基因 检测 方法 ( Cervus» Cene Pop, MICRO- 
CHECKER， 以 及 ML-NullFreq) 的 检测 效力 进行 
了 评估 。 通 过 对 根 田 鼠 自然 群体 的 研究 结果 显 
AR, AGS 4 种 方法 之 间 的 结果 差异 显著 ( 相 
似 率 仅 为 15%) ， 并 且 同 种 方法 不 同年 份 之 间 的 
结果 也 存在 显著 差异 。 由 于 根 田 鼠 的 群体 数量 每 
年 都 会 经 历 季节 性 的 剧烈 波动 并 且 存 在 群体 迁 
移 ， 因 而 ， 该 结果 显示 了 这 4 种 方法 在 对 非 平 衡 
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此 这 些 方法 要 求 检测 群体 符合 哈 温 平 衡 而 子 代 分 型 法 符合 














































































































， 使 得 群体 偏离 哈 温 平衡 ， 





































































































群体 进行 检测 时 存在 显著 的 误差 。 另 一 方面 ， 该 5 

文 作者 还 分 别 模拟 了 平衡 群体 下 ， 不 存在 无 效 等 A » 42 

位 基因 和 存在 无 效 等 位 基因 时 的 4 种 方法 的 检测 sl 2B # FSE 

效率 。 不 含有 无 效 等 位 基因 的 模拟 数据 检测 的 结 be © f f 

果 发 现 4 种 方法 都 存在 假 阳性 (R1) 且 结 果 之 “2 f ¢8 332 

间 还 存在 显著 差异 〈 相 似 率 仅 为 1%) ; MER 

有 已 知 无 效 等 位 基因 的 模拟 数据 中 除了 Gene Poop eS au EE 

得 到 了 55% 的 假 阳性 外 ， 其 他 3 种 方法 均 很 低 Beetle g¢ 82 Be 

(1.6% ~ 1.9%) ， 但 是 4 种 方法 却 显示 出 了 高 达 Sispa Jg 82 e 

22% ~42% 不 等 的 假 阴性 (本 为 无 效 等 位 基因 ， fu gor £2 28 efi 

但 却 未 被 检测 到 ) 。 这 些 结果 都 暗示 即使 是 平衡 ay chs SS SE 828 

群体 ， 也 应 当 慎 重 对 待 检 测 结果 。 值 得 注意 的 cones ep Ho 45 

是 ， 该 研究 还 发 现 随 着 瓶颈 效应 的 增强 ， 检 测 结 fs ghee ae ue TR 

果 的 误差 也 显著 增高 ， 尤 以 GusPw 的 检测 结 So zsa To =e Soe 

3 ”植物 微 卫星 无 效 等 位 基因 检测 的 建议 z| a S82. G2 gE Baz 
RULERS, «S| Zg e2 og sg Bey 

且 无 需 考虑 群体 是 否 符合 哈 温 平衡 ， 因 而 我 们 建 类 | E2 Seek SE Žo jg 

议 优先 使 用 亲子 代 基 因 分 型 法 对 植物 群体 无 效 等 。 S| GS ENE E Pe Ne GBs 

位 基因 进行 检测 。 然 而 对 于 开放 授粉 的 植物 来 。 苗 a| Za gpa Be Ey Exes 

说 ,确定 父 本 非常 困难 ,而 种 子 却 相对 易于 获 aq 2E Sk Ss Se SE Eee 

得 ， 我 们 能 够 较为 方便 的 构建 以 母 本 和 其 子 代 信 Ra] RE RSE BR BE Sse 

息 为 基础 的 半 同 胞 家 系 来 检验 无 效 等 位 基因 . E Sje 

者 所 在 的 实验 室 成 功利 用 了 半 同 胞 家 系 (一 个 REST 。 a 

母 本 和 12 个 子 代 ) 检验 了 胡杨 中 的 无 效 等 位 基 Sjaj 7 EN 

因 (在 64 对 核 基因 SSR 引物 中 检测 到 3 对 无 效 2|* 

等 位 基因 ) (Du 等 , 2013; Xu 等 , 2013), 。 利 用 "aš 3 ers z 

该 方法 分 析 无 效 等 位 基因 时 需要 谨慎 对 待 基因 分 

型 ， 以 防 人 为 原因 造成 的 分 型 误差 而 产生 无 效 等 KR Re Ree eee g 

位 基因 。 SRG RS RAR RREK A 
然而 当 我 们 无 法 获取 构建 完整 的 亲缘 谱系 关 5 ¢ .¢ 

系 时 ， 就 不 得 不 使 用 间接 的 估计 方法 。 由 于 上 述 ali BE cg dž 

4 种 方法 均 假定 研究 群体 为 哈 温 平衡 群体 ， 因 此 Sex © Foes foy 

我 们 首先 必须 清楚 群体 的 遗传 结构 和 历史 动态 ， PS Gf asa: 8 È 

以 确定 群体 是 否 经 历 了 瓶颈 效应 、 迁 移 或 者 非 随 si ip 225528 § 

机 交配 而 可 能 偏离 哈 温 平衡 ， 若 为 非 哈 温 平衡 群 4 a r 

体 ， 则 必须 使 用 亲子 代 基 因 分 型 法 进行 检测 。 Ble Ff F f ] 
在 明确 群体 为 平衡 群体 时 ， 我 们 也 必须 慎 j 

重 对 待 检测 结果 。 由 于 GawsPw 在 对 含有 已 知 

无 效 等 位 基因 的 模拟 数据 检测 中 的 较 差 表现 类 | z 3 EB „Ë be 

R| o © SOR =2 ag 


























“: 数据 摘自 Dabrowski 4, 2014 








( Dabrowski 等 ， 2014) š 因此 建议 不 使 用 GeneP op 


YE: Cervus, GenePop, Micro-Checker, ML-NullFreq 等 软件 的 原理 是 无 效 等 位 基 


备 德 尔 遗 传 规律 ， 对 检测 群体 无 要 求 ; 
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进行 检测 。 在 使 用 Cervus, MICRO-CHECKER 以 
及 ML-NullFreq 检测 时 ， 结 果 依 然 存 在 较 高 假 阳 
性 概率 ( Dabrowski SE, 2014) 和 高 估 无 效 等 位 
基因 频率 的 趋势 (0ddou-Muratorio 等 ，2009 ) 。 
因此 ， 建 议 使 用 多 种 方法 同时 进行 检测 ， 并 且 仅 
选取 共同 检测 到 的 结果 ， 这 将 有 效 的 降低 假 阳性 
的 出 现 。 但 同时 ， 这 又 必 将 增 大 假 阴 性 结果 出 现 
的 概率 ， 综 合 这 一 因素 ， 建 议 最 好 选取 任意 两 种 
方法 组 合 ， 且 选取 共同 检测 到 的 结果 。 此 外 ， 如 
果 和 群体 数量 足够 大 的 话 ， 建 议 不 妨 随机 获取 几 个 
子 样本 进行 检验 并 将 结果 综合 后 与 总 体 数据 的 检 
测 结果 进行 对 照 ， 以 确定 检测 结果 的 可 信和 度 。 





4 微 卫 星 位 点 的 选择 

无 效 等 位 基因 不 仅 对 群体 遗传 分 析 结 果 产 生 
巨大 影响 ， 并 且 其 检验 方法 亦 不 够 稳定 ， 因 此 在 
选择 引物 时 我 们 应 当 人 铭 弃 具有 较 高 无 效 等 位 基因 
频率 的 位 点 ， 并 尽 可 能 选择 不 含有 无 效 等 位 基因 
的 位 点 。Xu (2013) 的 研究 显示 ， 相 对 于 核 
基因 SSR (gSSR) ， 表 达 序 列 标签 ，EST-SSR (eS- 
SR) 虽然 杂 合 度 稍 低 ， 但 是 其 无 效 等 位 基因 的 
出 现 频率 也 有 效 降 低 ， 这 可 能 由 于 外 显 子 序列 的 
高 度 保守 性 使 其 不 易于 在 引物 区 段 发 生 突变 ， 而 
产生 无 效 等 位 基因 。 此 外 ， 随 着 二 代 测 序 技 术 的 
发 展 ， 获 得 越 来 越 多 非 模式 物种 的 基因 组 、 转 录 
组 数据 已 经 成 为 可 能 ， 基 于 这 些 基因 组 、 转 录 组 
数据 直接 开发 的 引物 也 可 避免 由 于 不 同 种 间 的 转 
移 扩 增 时 产生 的 无 效 等 位 基因 (Du 等 , 2013) 。 









































5 结语 

无 效 等 位 基因 在 微 卫 星 中 普遍 存在 并 会 对 分 
析 结 果 会 造成 强烈 偏差 ， 因 此 在 利用 微 卫星 分 子 
标记 进行 研究 时 必须 去 除 无 效 等 位 基因 ， 以 获得 
可 信 的 结果 。 一 方面 ， 在 初始 微 卫 星 选择 时 ， 我 
们 应 尽量 选择 无 效 等 位 基因 较 少 出 现 的 微 卫 星 
(如 EST-SSR); 男 一 方面 ， 我们 需要 对 微 卫 星 
进行 严格 的 无 效 等 位 基因 检测 ， 以 去 除 无 效 等 位 
基因 。 鉴 于 不 同方 法 无 效 等 位 基因 检测 结果 的 显 
著 差异 ， 我 们 建议 最 好 选取 任意 两 种 方法 (不 
建议 使 用 GawsPuw ) 组 合 ， 并 且 选 取 其 共同 检测 
到 的 结果 ， 确 保 结 果 可 信 。 但 就 目前 的 检验 方法 
而 言 ， 不 管 是 亲子 代 基 因 型 法 亲缘 谱系 的 难以 构 


























建 ， 还 是 哈 温 平衡 方法 假设 群体 是 处 于 哈 温 平衡 
下 的 要 求 ， 都 使 这 些 方法 的 应 用 具有 很 大 的 局 限 
性 ， 因 此 期 望 新 的 更 加 稳健 的 无 效 等 位 基因 检测 
方法 的 出 现 ， 克 服 以 上 方法 的 局 限 性 ， 使 检测 更 
方便 、 检 测 结果 更 稳定 。 
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